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Kapitel 1:   Einleitung 
 
1.1 Vorbemerkung 
 
Die morphologische Diagnose odontogener Zysten basiert auf der Beschaffenheit 
des Epithels und ihrer möglichen Genese [1]. Sowohl der klinische als auch der 
röntgenologische Befund sind unumstritten von hoher Bedeutung in der Diagnostik, 
jedoch ersetzen sie keineswegs die histologische Aufarbeitung des Zystengewebes 
nach Entfernung [2]. Nicht selten ist die präoperative Diagnostik schwierig, und es 
kommt zu Fehldiagnosen [3-5]. 
In den letzten Jahren beschäftigten sich zahlreiche Studien mit der Fragestellung, ob 
bestimmte immunhistochemische Färbemuster von Zytokeratinen eine eindeutige 
Identifizierung odontogener Zysten zulassen [1, 6-13]. Dabei steht nicht nur die 
Differenzierung odontogener Zysten untereinander im Mittelpunkt des Interesses [4], 
sondern auch das Abgrenzen von odontogenem zu nicht-odontogenem epithelialem 
Gewebe, was die Bedeutung der Immunhistochemie in der Differentialdiagnostik 
unterstreicht [4, 14].  
Das Zytokeratin-Muster eines Gewebes ändert sich während dessen Histogenese 
[10, 15] und kann von extrinsischen Faktoren sowie intrinsischen pathologischen 
Prozessen beeinflusst werden [16, 17]. Man hat herausgefunden, dass der 
Entzündungsprozess die Expression einiger Keratine hemmt und anderer fördert [2, 
18]. Einige Autoren [9, 19, 20] sehen in diesen Veränderungen eine Abhängigkeit 
zum Entwicklungsstadium des Epithels. Dennoch existieren konstante Unterschiede 
in der Antigenexpression wie z.B. zwischen ein- und mehrschichtigem Plattenepithel 
[10, 15, 20]. 
Der Keratozyste muss auf diesem Gebiet besondere Aufmerksamkeit geschenkt 
werden. Sie neigt zu Rezidiven [14, 21-25] und geht oftmals mit einer lokalen 
Zerstörung des Knochens einher [21, 23, 26]. Es wurde sogar von einer Penetration 
der Schädelbasis durch maxilläre Keratozysten berichtet [14]. Die 
Vergesellschaftung mit dem Basalzellnävussyndrom und anderen Syndromen wie 
dem Ehlers-Danlos Syndrom [27], dem Noonan Syndrom [28] oder dem Marfan 
Syndrom [26] sind nachgewiesen sowie die Tendenz zur Multiplizität [29-31]. Zudem  
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konnte in einigen Fällen die Transformation von Keratozysten in Ameloblastome [32] 
und sogar in Plattenepithelkarzinome festgestellt werden [33], wenn auch selten [34].  
Das Einsetzen des Proliferationsmarkers Ki-67 hat in vergangenen 
immunhistochemischen Studien bewiesen, dass Keratozysten, verglichen mit 
follikulären und radikulären Zysten, durch eine höhere Proliferationsrate  
charakterisiert  sind [22, 30, 35]. In diesem Zusammenhang wird seit längerem 
diskutiert, inwiefern die Proliferationsrate des Zystenepithels Rückschlüsse auf das 
destruktiv-invasive Wachstum der Keratozyste zulässt [29, 36]. 
 
Das Verfahren der Immunhistochemie ist jedoch mit einigen Schwierigkeiten 
behaftet. Laut Smith et al. [11] kann man keine der bis dahin veröffentlichten 
immunhistologischen Studien vergleichen. Die Analyse und Interpretation der 
Ergebnisse hängt sehr von der Subjektivität des Betrachters ab [13]. Außerdem 
setzen Variabilität und Spezifität der Antikörper und vor allem technische Faktoren 
der Immunhistochemie Grenzen [37]. Shear [38, 39] vermisst das Anwenden 
einheitlicher Techniken und verlangt eine Standardisierung der Methodik, da stets 
nachweisbare Diskrepanzen zwischen der Reaktivität verschiedener monoklonaler 
Antikörper für ein und dasselbe Zytokeratin aufgetreten sind. Die Überlagerung 
bestimmter Keratine durch andere Moleküle ist nicht selten [7]. Zudem können 
Antigene während der Gewebeaufbereitung zerstört werden [7], was unter anderem 
auf zu lange Fixierung zurückzuführen ist [29]. 
 
Auf der einen Seite ist man der Meinung, dass Immunhistochemie die Klassifizierung 
odontogener Zysten erleichtert [1, 2, 7, 19] oder zumindest typ-spezifische 
Zytokeratinzusammensetzungen in Epithelien verschiedener Kieferzysten aufdecken 
kann [4]. Einige vertreten die Meinung, dass Keratine wichtige biologische Marker 
darstellen [7, 20], die sogar die Differenzierung odontogener Tumoren zulassen [19] . 
Andererseits hält man die differenten Zytokeratin-Muster diagnostisch nicht von 
Bedeutung [9]. 
Diese unterschiedlichen Auffassungen indizieren weitere Untersuchungen auf 
diesem Gebiet.  
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1.2 Grundlagen 
 
1.2.1 Zytokeratine 
 
Der zytoplasmatische Raum zwischen Zellmembran und Zellkern wird nicht nur von 
Zytoplasma und darin befindlichen Zellorganellen ausgefüllt, sondern auch von 
verschiedenen Netzwerken durchspannt [40]. Man kann drei zytoskelettäre 
Netzwerke unterscheiden: Mikrofilamente, Mikrotubuli und intermediäre Filamente. 
Alle diese Filamente sind Polymere aus charakteristischen Proteinbausteinen. 
In dieser Arbeit sind lediglich die intermediären Filamente von Bedeutung gewesen, 
da diese aus Zytokeratinen aufgebaut sind, die Gegenstand der Untersuchungen 
waren. Bei Zytokeratinen handelt es sich um Proteine, die eine der fünf Subklassen 
der intermediären Filamente darstellen [40]. Sie kommen vor allem in Epithelzellen 
vor, und es gibt mehr als 20 verschiedene Zytokeratine, deren Proteinbausteine im 
Molekulargewichtsbereich zwischen 40 und 68 kDa liegen [16].  
Ein Unterscheidungsmerkmal ist der isoelektrische Punkt [7, 20]. Zytokeratine vom 
Typ I (1-8) sind kleine Moleküle und als sauer einzustufen. Die Typ II (9-19) 
Zytokeratine sind dagegen größer und neutral oder basisch [16]. 
Im Mittelteil habe alle Proteine eine stabähnliche Grundstruktur, die als alpha-
helikale Superhelix bezeichnet wird [41]. Zwei Dimere, antiparallel 
zusammengelagert, bilden Tetramere. Durch deren Kopf-an-Kopf-Anordnung werden 
daraus Protofilamente, von denen acht zusammen ein intermediäres Filament 
darstellen. Variable Regionen an beiden Enden sind für die Unterschiede zwischen 
Zytokeratinen der gleichen Subklasse verantwortlich [42]. 
Es wird angenommen, dass Zytokeratine mit anderen Elementen des Zytoskeletts  
interagieren, im besonderen mit speziellen interzellulären Verbindungen, 
sogenannten Junctions [43], so dass die Hauptaufgabe der intermediären Filamente 
darin liegen könnte, den Zellen und somit dem Gewebe Resistenz gegen Zug- und 
Druckkräfte zu verleihen [40, 42]. Da Keratine sehr beständig und in großer Zahl 
vorhanden sind sowie eine hohe Antigenität besitzen, werden sie häufig als 
biologische Marker verwandt. 
Antikörper, die gegen Keratine gerichtet sind, ermöglichen, spezifische 
Keratinmuster verschiedenster Epithelien und der dazugehörigen neoplastischen 
Veränderungen darzustellen und zu analysieren [44, 45]. 
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Vor allem bei Tumorerkrankungen mit unklarem Primärherd lassen sich durch 
Identifizierung der Subklassen der intermediären Filamente Rückschlüsse auf das in 
Frage kommende Gewebe des Primärherdes ziehen [46]. 
 
 
1.2.2. Odontogene Zysten 
 
1.2.2.1 Definition 
 
Bei Zysten handelt sich um einkammerige oder mehrkammerige Hohlräume mit 
flüssigem oder breiigem Inhalt. Sie sind von einer bindegewebigen Kapsel umgeben, 
die lumenwärts mit Epithel ausgekleidet ist. Zysten können im Knochen oder in den 
Weichteilen auftreten [47]. Die Mehrzahl der Kieferzysten entwickelt sich aus den 
Geweben des Zahnsystems, weshalb sie auch odontogene oder dentogene Zysten 
genannt werden. Sie grenzen sich von nicht-odontogenen Zysten ab. Odontogene 
Zysten lassen sich in entwicklungsbedingte und entzündliche Zysten einteilen. 
 
In dieser Studie wurden ausschließlich odontogene Zysten in Form von follikulären 
und radikulären Zysten sowie Keratozysten untersucht. Die Einteilung basierte auf 
klinischen, röntgenologischen und histopathologischen Untersuchungen gemäß der 
Klassifikation der World Health Organisation von 1992 [48]: 
 
3            Epitheliale Kieferzysten 
 
3.1         Entwicklungsgeschichtliche Zysten 
3.1.1      Odontogene Zysten 
3.1.1.1   Gingivale Zyste des Kindesalters 
3.1.1.2   Keratozyste ( Primordialzyste ) 
3.1.1.3   Follikuläre Zyste 
3.1.1.4   Eruptionszyste 
3.1.1.5   Laterale Parodontalzyste 
3.1.1.6   Gingivale Zyste des Erwachsenenalters 
3.1.1.7   Glanduläre odontogene Zyste; Sialoodontogene Zyste 
3.1.2      Nichtodontogene Zysten 
3.1.2.1   Nasopalatinale Zyste 
3.1.2.2   Nasolabiale und nasoalveoläre Zyste 
3.2         Entzündliche Zysten 
3.2.1      Radikuläre Zyste 
3.2.1.2   Residualzyste 
3.2.2      Paradentale Zyste ( Craig-Zyste ) 
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1.3  Keratozyste ( Primordialzyste ) 
 
Es wird angenommen, dass die Keratozyste aus den Epithelien der Zahnleiste oder 
deren unmittelbaren Abkömmlingen hervorgeht. Der Antrieb zur Zystenbildung ist 
unbekannt. 
Keratozysten treten bevorzugt in der Kieferwinkel- und Molarenregion der Mandibula 
auf. Es besteht keine spezielle Verbindung zu einem Zahn. Männer sind häufiger 
betroffen als Frauen, meist zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr. 
Die Keratozyste ist durch eine dünne fibröse Kapsel sowie ein mehrschichtiges 
verhorntes Plattenepithel charakterisiert. Die Epithelschicht besteht in der Regel aus 
5-8 Zellschichten. Die Basalzellschicht ist aus hochzylindrischen oder kubischen  
Zellen aufgebaut, man findet überwiegend Parakeratosen an der Oberfläche des 
Zystenepithels. Oft ist die Wand der Zyste gewellt und löst sich von der fibrösen 
Kapsel.  
Treten Infektionen auf, bildet das Epithel netzartige Fortsätze aus, und es kann ein 
Wechsel zu nicht-verhorntem Plattenepithel stattfinden. Keratozysten neigen zu 
Rezidiven, und es treten Tochterzysten auf. 
 
 
 
Abb.1  Panoramaschichtaufnahme einer Keratozyste im Unterkiefer 
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1.4 Follikuläre Zyste 
 
Diese Art der Zyste umschließt die Zahnkrone eines noch nicht durchgebrochenen 
Zahnes. Sie entwickelt sich durch Flüssigkeitsansammlung zwischen Schmelzepithel 
und Zahnkrone.  
Follikuläre Zysten findet man häufig an dritten Molaren der Mandibula sowie an 
Canini und dritten Molaren der Maxilla. Der Altersgipfel liegt im 2. und 4. 
Lebensjahrzehnt, wobei Männer eher betroffen sind als Frauen. 
Röntgenologisch stellt sich eine follikuläre Zyste als scharf begrenzte Aufhellung dar. 
Die Epithelschicht ist lediglich 2-3 Zellschichten dick und zeigt in einigen Fällen 
Verhornung. Außerdem kann Flimmerepithel vorkommen, und manchmal sieht man 
Becherzellen. Der Zystenbalg ist bindegewebig dünn, und bei Infektionen kommt es 
zur Epithelproliferation. 
 
 
 
Abb.2  Follikuläre Zyste im Unterkiefer links, ausgehend vom retinierten   
            Zahn 38 
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1.5 Radikuläre Zyste 
 
Diese Zyste entsteht als Folge einer Entzündung, ausgehend von Malassez- 
Epithelresten. Eine Entzündung der Pulpa kann ein apikales oder laterales Granulom 
hervorrufen, in denen Malassez-Epithelreste, aktiviert durch die Entzündung, 
proliferieren und einen zystischen Hohlraum bilden können. 
Radikuläre Zysten treten überwiegend in der anterioren Region der Maxilla auf, meist 
zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr. Männer sind häufiger betroffen als Frauen. 
Die Morphologie des Epithels hängt stark vom Grad der Entzündung ab. Bei 
Entzündung bildet das mehrschichtige unverhornte Plattenepithel netzartige 
Epithelfortsätze aus, die sich beim Abklingen der Entzündung zurückbilden. Das 
Epithel wird dünn. In der Zystenwand beobachtet man Cholesterinkristalle und 
hyaline Körperchen, die kalzifizieren können, sowie Becherzellen. 
Entzündungszellen sind überall mehr oder weniger vertreten. 
 
 
 
Abb.3  Radikuläre Zyste im Unterkiefer links, ausgehend vom avitalen Zahn 34 
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1.6 Ziele 
 
In dieser Arbeit sollte der Fragestellung nachgegangen werden, inwiefern 
immunhistochemische Verfahren bei odontogenen Zysten eine Diagnosehilfe 
darstellen und ob sie differentialdiagnostisch von Bedeutung sein können, indem ein 
spezifisches Zytokeratinmuster im Epithel der Kieferzysten die Zuordnung 
histologischer Grenzfälle erleichtert. 
Es wurden insgesamt 73 Kieferzysten untersucht. Bei jeweils 30 handelte es sich um 
follikuläre bzw. radikuläre Zysten, in 13 weiteren Fällen um Keratozysten. 
Die Expression der monoklonalen Antikörper, die gegen die Zytokeratine 5, 6, 7, 10, 
13, 17, 19 und 20 gerichtet waren, wurde analysiert und zur Klassifikation der Zysten 
herangezogen. Zudem sollte der monoklonale Antikörper Ki-67 eventuelle 
Unterschiede in der Proliferationsrate der drei Zystenarten aufdecken. 
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Kapitel 2:   Material und Methoden 
 
2.1 Materialgewinnung und Aufbereitung 
 
Vor der Paraffineinbettung wurde das entnommene Gewebe 24 Stunden bei 4ºC in 
neutral gepuffertem 3,7% Formalin fixiert. Die Gewebeblöcke wurden anschließend 
in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert, jeweils zwei Stunden in 50%, 70%, 
90% und 100% Isopropanol. Danach verwandte man Histoclear für zweimal eine 
Stunde als Intermedium. Zur Einbettung wurde das Gewebe schließlich einmal für 5 
Stunden und zweimal für 24 Stunden in niedrig schmelzendem Paraplast (56°C) 
inkubiert. 
 
Insgesamt wurden 73 in Paraffin eingebettete Gewebeproben von 70 Patienten 
untersucht. Die Gewebeproben stammen aus den Jahren 2000 -2002. Zum 
Zeitpunkt der Entnahme war der älteste Patient 78 Jahre alt und der jüngste Patient 
11Jahre alt. Das Durchschnittsalter lag bei 38,2 Jahren. Bei den Patienten handelte 
es sich in 47 Fällen um Männer und in 23 Fällen um Frauen. 
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Abb.4 Vorkommen der odontogenen Zysten bei Frauen und Männern 
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Follikuläre Zysten traten in 18 Fällen in der Mandibula auf, fast ausschließlich in 
Verbindung mit den 3. Molaren. 6 follikuläre Zysten wurden in der Maxilla gefunden, 
ebenfalls häufig im Bereich der 3. Molaren. 
 
15 radikuläre Zysten entfielen auf die Maxilla, 12 auf die Mandibula. Knapp die Hälfte 
der radikulären Zysten wurde den Molaren zugeordnet, der Rest betraf sowohl die 
Prämolaren als auch Incisivi und Canini.  
 
In 7 Fällen entnahm man Keratozysten der Mandibula, 2 waren in der Maxilla 
lokalisiert. Häufig waren die Läsionen im Bereich der Molaren zu finden. Bis auf zwei 
Fälle war jedem Patienten lediglich eine Zyste zuzuordnen. In einem Fall konnte 
jedoch bei ein und derselben Patientin Gewebe dreier Keratozysten entnommen 
werden, bei einer anderen Patientin waren zwei Keratozysten an unterschiedlichen 
Orten im Kiefer lokalisiert. 
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Abb.5 Topographie der odontogenen Zysten 
 
 
Über die Lokalisation der 13 übrigen Zysten lag keine Information vor. 
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2.2 Monoklonale Antikörper 
 
Tabelle 1. Monoklonale Antikörper 
 
Monoklonale 
Antikörper 
 
      Antigen 
 
  Verdünnung 
 
 
        Quelle 
 
Monoclonal Mouse Anti– 
Human Cytokeratin 5/6; 
Clone D5/16 B4 
 
    Zytokeratin 5,   
    Zytokeratin 6             
 
         1:200     
(in ChemMate™Anti-        
body Diluent S 2022)  
 
DakoCytomation, 
Glostrup, Denmark 
 
Monoclonal Mouse Anti– 
Human Cytokeratin 7; 
Clone OV–TL12/30 
    
    Zytokeratin 7 
 
 
         1:800 
 (in ChemMate™Anti- 
 body Diluent S 2002) 
 
DakoCytomation, 
Glostrup, Denmark 
Monoclonal Mouse Anti– 
Human Cytokeratin 10; 
Clone DE–K10 
 
    Zytokeratin 10 
 
 
         1:100 
    (in 1% PBS/BSA) 
 
DakoCytomation,  
Glostrup, Denmark 
Monoclonal Mouse Anti– 
Human Cytokeratin 10/13; 
Clone DE–K13 
 
    Zytokeratin 10, 
    Zytokeratin 13 
 
         1:100 
    (in 1% PBS/BSA) 
 
DakoCytomation, 
Glostrup, Denmark 
Monoclonal Mouse Anti– 
Human Cytokeratin 17; 
Clone E3 
 
    Zytokeratin 17 
 
         1:20 
    (in 1% PBS/BSA) 
 
DakoCytomation,  
Glostrup, Denmark 
Monoclonal Anti– 
Cytokeratin Peptide 19  
(Anti–Mouse ); 
Clone A53-B/A2 
 
    Zytokeratin 19 
 
 
         1:20 
 (in ChemMate™Anti- 
 body Diluent S 2002) 
 
Sigma Diagnostics, 
INC, St. Louis, 
Missouri, USA 
 
Monoclonal Mouse Anti– 
Human Cytokeratin 20; 
Clone Ks 20.8 
 
    Zytokeratin 20 
 
         1:200 
 (in ChemMate™Anti- 
 body Diluent S 2002) 
 
DakoCytomation, 
Denmark A/S 
Monoclonal Mouse Anti– 
Human Ki-67 Antigen; 
Clone MIB-1 
 
    Ki-67 
 
         1:60 
     (in 1% PBS/BSA) 
 
DakoCytomation, 
Denmark A/S 
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2.3 Spezifiät der monoklonalen Antikörper 
 
CK 5/6:        Dieser Antikörper erkennt Zytokeratin 5 und 6 in der Haut sowie in nicht- 
                    verhorntem Epithel.                                                                     
 
CK 7:           Dieser Antikörper färbt Drüsen- und Übergangsepithelzellen einfacher  
                    und komplexer Epithelien. 
 
CK 10:         Man findet Zytokeratin 10 sowohl in den suprabasalen Zellschichten 
                    verhornten Plattenepithels als auch in den suprabasalen Zellschichten  
                    nicht-verhornten Plattenepithels. 
 
CK 10/13:    Dieser Antikörper erkennt das Zytokeratin 13 auf formalinfixierten  
                    Paraffinschnitten, welches in den suprabasalen Zellschichten nicht-  
                    verhornten Epithels lokalisiert ist. Zudem wird das Zytokeratin 10 auf  
                    Kryoschnitten nachgewiesen. 
                  
CK 17:         Das Zytokeratin-Polypeptid 17 kommt in Basalzellen und  
                    Myoepithelzellen vielschichtiger Epithelien sowie Übergangsepithelien  
                    vor. 
 
CK 19:         Dieser Antikörper weist Zytokeratin 19 in einschichtigen Epithelien und          
                    in den Basalzellen nicht-verhornter mehrschichtiger Plattenepithelien  
                    nach.                    
 
CK 20:         Das Zytokeratin 20 lässt sich in einfachen Epithelien des Gastro-  
                    Intestinal-Traktes nachweisen sowie in den „Umbrella-Cells“ des  
                    Urothels. 
 
MIB-1:         Der monoklonale Antikörper MIB-1 weist das nukleäre, zellproliferations-  
                   assoziierte Antigen Ki-67 nach, welches in allen Phasen des Zellzyklus  
                   außer in der G0-Phase exprimiert wird. 
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2.4 Durchführung der Immunhistochemie an formalinfixierten    
       Paraffinschnitten mit monoklonalen Antikörpern 
 
Im ersten Schritt wurden 2 µm dicke Gewebeschnitte mit einem Rotationsmikrotom 
(R. Jung, Heidelberg, Germany) angefertigt. Zur besseren Anheftung an die mit Poly-
L-Lysine (Sigma Diagnostics, INC, St. Louis, Missouri, USA) beschichteten 
Objektträger (Engelbrecht, Medizin- und Labortechnik GmbH, Edermünde) wurden 
diese über Nacht bei einer Temperatur von 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 
Schnitte zweimal 7 Minuten in Xylol entparaffiniert, in einer absteigenden 
Äthanolreihe (100%, 96%, 70%) rehydriert und in Aqua dest. und 
phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) mit einem pH-Wert von 7,4 gewaschen. 
 
 
2.5 Spezielle Vorbehandlungen der Paraffinschnitte 
 
Zur Antigen-Demaskierung  wurden die Gewebeschnitte nach Entparaffinierung und 
Rehydrierung einer Mikrowellenbehandlung unterzogen. Die Schnitte wurden in  
Citrat-Puffer (pH 6) gestellt und zuerst 8 Minuten bei 600 Watt erhitzt. Nach weiteren 
5 Minuten Mikrowellenbehandlung füllte man den verdampften Teil des Citrat-Puffers 
mit Aqua dest. auf, weitere 8 Minuten Mikrowellenbehandlung folgten. Danach ließ 
man die Schnitte bei Raumtemperatur abkühlen und spülte sie anschließend mit 
PBS. Gewebeschnitte, die für den Gebrauch im DAKO TechMate™ 500 bestimmt 
waren, standen in DAKO ChemMate™ Puffer (DakoCytomation, Glostrup, 
Denmark). Das restliche Vorgehen deckte sich mit dem oben beschriebenen. Einzig 
der Antikörper CK 19 bedurfte keiner Vorbehandlung. 
 
Die Gewebeschnitte wurden mit Hilfe einer indirekten Streptavidin-Biotin-Methode 
gefärbt, jedoch kamen zwei verschiedene Enzyme zum Einsatz. 
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2.6 Streptavidin-Biotin-Methode mit alkalischer Phosphatase  
      als Enzym 
 
Die monoklonalen Antikörper CK 10, CK 10/13 und CK 17 sowie der 
Proliferationsmarker Ki-67 wurden im Rahmen dieser Methode eingesetzt. 
Die Reagenzienapplikation lief wie folgt ab: 
 
1.  Primärantikörper (Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin 10, 10/13, 17, 
DakoCytomation, Glostrup, Denmark) 
Die Inkubationszeit für den Primärantikörper betrug 1 Stunde bei 37°C im  
Brutschrank. 
2. Biotinylierter Zweitantikörper (Monoclonal Rabbit Anti-Mouse Immunglobulins/  
    Biotinylated Rabbit F(ab´)2, DakoCytomation, Glostrup, Denmark) 
    Der Sekundärantikörper wurde in 1% PBS/BSA 1:300 verdünnt. Die  
    Inkubationszeit für den Sekundärantikörper betrug ½ Stunde bei 37°C im  
    Brutschrank. 
3. Vorgeformter Streptavidin-Biotin-Enzymkomplex (DakoCytomation, Glostrup,  
    Denmark) 
    Der AB-Komplex wurde mit PBS verdünnt und musste ½ Stunde bei   
    Raumtemperatur inkubieren. Alkalische Phosphatase diente als Enzym. 
4.  Chromogene Substratlösung 
    Mit dem Chromogen Neufuchsin (Sigma Diagnostics, INC, St. Louis, Missouri,  
    USA), welches durch die alkalische Phosphatase zu einem roten Farbstoff  
    umgesetzt wird, kann man indirekt den Primärantikörper nachweisen. Die  
    Inkubationszeit betrug ½ Stunde bei Raumtemperatur. 
 
Zwischen allen Schritten wurde mit PBS gespült. Zum Schluss färbte man mit 
Hämalaun (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 2 Minuten gegen, und nach 5 
Minuten Bläuen unter fließendem Wasser konnten die Schnitte mit KAISERS 
Glyceringelatine eindeckt werden. 
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2.7 Streptavidin-Biotin-Methode mit Peroxidase als Enzym 
 
Die monoklonalen Antikörper CK 5/6, CK 7, CK 19 und CK 20 waren für den 
Gebrauch im DAKO TechMate™500 bestimmt. Es wurde das DAKO ChemMate™  
Detektionskit, Peroxidase/ DAB, Kaninchen/Maus (DakoCytomation, Glostrup, 
Denmark) benutzt. 
Die Reagenzien wurden in dieser Reihenfolge appliziert: 
 
1.  Primärantikörper (Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin 5/6, 7, 20, Dako 
Cytomation, Glostrup, Denmark und Monoclonal Anti-Cytokeratin Peptide 19, 
Sigma Diagnostics, ICN, St. Louis, Missouri, USA)        
Die Verdünnung erfolgte mit DakoCytomation ChemMate™ Antibody Diluent 
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Die Inkubationszeit des Primärantikörpers 
betrug 25 Minuten bei Raumtemperatur.                    
2. Biotinylierter Sekundärantikörper (Ziege Anti-Kaninchen/Maus) 
    Der Sekundärantikörper (ChemMate™ Link, Biotinylated secondary antibodies,  
    DakoCytomation, Glostrup, Denmark) lag gebrauchsfertig vor und musste 25  
    Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. 
3. Peroxidase-konjugiertes Streptavidin (DakoCytomation ChemMate™ Streptavidin  
    Peroxidase (HRP), DakoCytomation, Glostrup, Denmark) 
    Das Peroxidase–konjugierte Streptavidin lag gebrauchsfertig vor, und die  
    Inkubationszeit betrug 25 Minuten bei Raumtemperatur. 
4. Substratlösung (DAB) 
    Die Chromogen-Substratlösung setzte sich aus DakoCytomation ChemMate™    
    DAB + Chromogen (X50) und DakoCytomation ChemMate™ HRP Substrate  
    Buffer (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) zusammen. 
    Nach Zugabe der Diaminobenzidin-Substratlösung ( DAB ) bildet sich ein   
    braunes Präzipitat an der Stelle des gesuchten Antigens. Das Gerät benetzte die 
    Gewebeproben dreimal 5 Minuten. 
 
    Diese Technik wurde routinemäßig angewandt. Alle Gewebeschnitte wurden auf        
    spezielle DAKO ChemMate™ Kapillarspaltobjektträger (DakoCytomation  
    ChemMate™ Gap Microscope Slide, DakoCytomation, Glostrup, Denmark) 
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aufgezogen, die zuvor zur besseren Haftung mit Poly-L-Lysine (Sigma Diagnostics, 
INC, St. Louis, Missouri, USA) beschichtet wurden. Jeder Schritt beinhaltete am 
Ende das Spülen mit speziellen Puffern (ChemMate™ Buffer Kit, DakoCytomation, 
Glostrup, Denmark). Hämatoxilin (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) wurde für 1 
Minute zum Gegenfärben verwandt, und nach dem Bläuen unter fließendem Wasser 
wurde mit Vitroclud (R. Langenbrinck, Emmerdingen, Germany) eingedeckt.         
 
 
2.8 Auswertungsmethode der Antikörper 
 
Monoklonale Antikörper:    CK 5/6, CK 7, CK 10, CK 10/13, CK 17 CK 19 und CK 20 
Auswertungsmethode:       Die Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte  
                                          semiquantitativ.                                            
 
Monoklonaler Antikörper:   MIB-1 
Auswertungsmethode:       Die Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte durch 
                                          Auszählung positiv markierter Zellkerne in jeweils 10      
                                          Gesichtsfeldern entlang des Epithels. Die Vergrößerung  
                                          des Gesichtsfeldes war 400-fach. 
 
 
2.9 Kontrollen 
 
Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen des Kits wurde während jeden 
Färbevorganges ein Gewebeschnitt mitgefärbt, bei dem der Primärantikörper durch 
PBS ersetzt wurde, die sogenannte Negativkontrolle. Als Positivkontrolle färbte man 
ebenfalls bei jedem Färbevorgang Gewebe mit, von dem bekannt ist, dass es auf die 
untersuchten Antikörper positiv reagiert. 
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 2.10 Statistische Auswertung 
 
Statistische Angaben wurden mit Hilfe des Statistica 6.1 data analysis software 
system (StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA) erhoben. Es wurde nach dem Yates 
corrected Chi-square Test ausgewertet. Ein probability level  von p< 0,05 wurde als 
statistisch signifikant erachtet. 
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Kapitel 3:   Ergebnisse 
 
Insgesamt konnten wir vier verschiede Expressionsmuster unterscheiden: 
1. alle Epithelzellschichten angefärbt = positiv 
2. suprabasale Epithelzellschichten angefärbt = suprabasal positiv 
3. superfizielle Epithelzellschichten angefärbt = superfiziell positiv 
4. keine Färbung sichtbar = negativ 
 
 
3.1 Färbemuster der Keratozysten 
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Abb.5 Färbemuster der Keratozysten 
 
3.1.1 Zytokeratin 5/6  
Insgesamt waren 92,3% der Keratozysten positiv angefärbt. Die Färbung war in allen 
Zellschichten gut zu erkennen (Abb.4). Lediglich eine Keratozyste zeigte kein  
Expressionsmuster (7,7%).  
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3.1.2 Zytokeratin 7 
Im Epithel von 38,5% der untersuchten Keratozysten wurde kein Zytokeratin 7 
gefunden (Abb.6). Ein positives Expressionsmuster zeigten 61,5% aller 
Keratozysten. 53,8% der Zysten zeigten positive Markierungen in den suprabasalen 
Zellschichten und 7,7% in der superfiziellen Zellschicht (Abb.5). Die Basalzellschicht 
war stets ausgenommen. 
 
3.1.3 Zytokeratin 10 
In 7 von 13 Fällen (53,8%) wurde ein positives Expressionsmuster festgestellt, 
welches hauptsächlich in der oberflächlichen Zellschicht (38,5%) lokalisiert war 
(Abb.7). 2 der Keratozysten zeigten in den suprabasalen Zellschichten eine Färbung, 
die deutlich zu erkennen war. Die Basalzellschicht war nicht betroffen. In 46,2% der 
Keratozysten konnte kein Zytokeratin 10 nachgewiesen werden (Abb.8). Das 
Vorkommen von Zytokeratin 10 im Epithel von Keratozysten unterschied sich 
signifikant von dem in radikulären Zysten (p<0,02). 
 
3.1.4 Zytokeratin 13 
Insgesamt waren 76,9% der Keratozysten positiv markiert (Abb.9). Sowohl in der 
superfiziellen (7,7%) als auch in den suprabasalen Zellschichten (69,2%) war die 
Färbung kräftig. 23,1% der untersuchten Zysten waren negativ.  
 
3.1.5 Zytokeratin 17 
92,3% der untersuchten Zysten zeigten ein positives Expressionsmuster. 76,9% der 
Keratozysten waren in allen Epithelzellschichten markiert, 15,4% an der Oberfläche 
ihres Epithels. Die Färbungen waren insgesamt kräftig (Abb.10). Lediglich eine 
Keratozyste war negativ für Zytokeratin 17. Es konnte ein statistischer 
Zusammenhang zwischen Keratozysten auf der einen und follikulären und 
radikulären Zysten auf der anderen Seite festgestellt werden  (p<0,001).  
 
3.1.6 Zytokeratin 19 
In keiner der Keratozysten konnte das Zytokeratin 19 nachgewiesen werden 
(Abb.11). Es bestand eine statistische Abhängigkeit zwischen Keratozysten 
einerseits und follikulären und radikulären Zysten andererseits (p< 0,002). 
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3.1.7 Zytokeratin 20 
Das Zytokeratin-Polypeptid 20 wurde von keiner Zyste exprimiert. 
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Abb.7 Paraffinschnitt, Keratozyste             Abb.8 Paraffinschnitt, Keratozyste 
           CK 5/6 positiv                                             CK 7 positiv 
           (Vergrößerung 200-fach)                            (Vergrößerung 200-fach) 
 
 
Abb.9 Paraffinschnitt, Keratozyste CK 7 negativ 
            (Vergrößerung 100-fach) 
 
 
 
 
 
 22 
Ergebnisse 
 
               
Abb.10 Paraffinschnitt, Keratozyste               Abb.11 Paraffinschnitt, Keratozyste 
             CK 10 positiv                                                  CK 10 negativ 
             (Vergrößerung 100-fach)                                (Vergrößerung 100-fach) 
  
         
 
 
                                                                                       
 
 
 
 
 
 
 
 Abb.12 Paraffinschnitt, Keratozyste 
              CK 13 positiv          
              (Vergrößerung 200-fach) 
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Abb.13 Paraffinschnitt, Keratozyste CK 17 positiv 
             (Vergrößerung 200-fach) 
 
 
Abb.14 Paraffinschnitt, Keratozyste CK 19 negativ 
             (Vergrößerung 100-fach) 
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3.2 Färbemuster der Follikulären Zysten 
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Abb.15 Färbemuster der Follikuläre Zysten 
 
3.2.1 Zytokeratin 5/6 
Zytokeratin 5/6 wurde bei 96,7% der untersuchten follikulären Zysten in allen 
Epithelzellschichten nachgewiesen. Die Färbung war kräftig (Abb.13).  
Die restlichen 3,3% enthielten kein Zytokeratin 5/6.  
 
3.2.2 Zytokeratin 7  
Insgesamt zeigten 80% der Zysten ein positives Expressionsmuster (Abb.14).  
66,7% aller Zysten waren in den suprabasalen Zellschichten markiert und 13,3% in 
der oberflächlichen Zellschicht. Die Basalzellschicht war ausgenommen. 20% der 
follikulären Zysten zeigten waren negativ für Zytokeratin 7 (Abb.15). Dieses Ergebnis 
zeigte einen signifikanten Unterschied zu dem der radikulären Zysten (p< 0,01). 
 
3.2.3 Zytokeratin 10 
In 73,3% der Fälle konnte kein Zytokeratin 10 im Epithel gefunden werden (Abb.16). 
26,7% der Zysten exprimierten dieses Zytokeratin-Polypeptid (Abb.17), welches  
 
 
 25 
Ergebnisse 
 
überwiegend in der superfiziellen Epithelzellschicht zu finden war (20%). Die 
Färbungen traten sehr vereinzelt auf.  
 
3.2.4 Zytokeratin 13 
86,7% der follikulären Zysten waren positiv markiert, und Zytokeratin 13 konnte in 
allen Zellschichten nachgewiesen werden (Abb.18). Die Färbung war kräftig. In 
13,3% der Fälle fehlte das Zytokeratin im Epithel. 
 
3.2.5 Zytokeratin 17 
66,7% der untersuchten follikulären Zysten zeigten kein Expressionsmuster 
(Abb.20). Im Epithel von 33,3% der Zysten konnte Zytokeratin 17 gefunden werden. 
Die Färbungen, welche bei 16,7% der Zysten in den suprabasalen Zellschichten 
lokalisiert waren (Abb.19), waren insgesamt als verhältnismäßig schwach zu 
bezeichnen. 
 
3.2.6 Zytokeratin 19 
16 von 30 follikulären Zysten exprimierte kein Zytokeratin19 (53,3%) (Abb.22). Die 
restlichen 14 follikulären Zysten waren dagegen positiv markiert (46,7%). Das 
Polypeptid wurde bei 23,3% der Zysten in der oberflächlichen Zellschicht demaskiert 
(Abb.21), und in 20% der Fälle beschränkte sich die Färbung auf die suprabasalen 
Zellschichten. Nur bei einer follikulären Zyste fand man Zytokeratin 19 in allen 
Epithelzellschichten. 
 
3.2.7 Zytokeratin 20 
Das Zytokeratin-Polypeptid 20 konnte nicht nachgewiesen werden. 
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Abb.16 Paraffinschnitt, Follikuläre Zyste CK 5/6 positiv 
                (Vergrößerung 400-fach) 
 
     
Abb.17 Paraffinschnitt,                             Abb.18 Paraffinschnitt,  
            Follikuläre Zyste, CK 7 positiv                   Follikuläre Zyste, CK 7 negativ 
                (Vergrößerung 100-fach)                           (Vergrößerung 200-fach) 
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Abb.19 Paraffinschnitt, Follikuläre Zyste     Abb.20  Paraffinschnitt, Follikuläre Zyste 
             CK 10 positiv                                                CK 10 negativ 
             (Vergrößerung 200-fach)                              (Vergrößerung 200-fach) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.21 Paraffinschnitt, Follikuläre Zyste 
             CK 13 positiv  
             (Vergrößerung 200-fach) 
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Abb.22 Paraffinschnitt, Follikuläre Zyste    Abb.23 Paraffinschnitt, Follikuläre Zyste 
               CK 17 positiv                                               CK 17 negativ 
            (Vergrößerung 200-fach)                             (Vergrößerung 100-fach)                                                         
  
Abb.24 Paraffinschnitt, Follikuläre Zyste        Abb.25 Paraffinschnitt,Follikuläre Zyste    
             CK 19 positiv                                                  CK 19 negativ 
               (Vergrößerung 200-fach)                                (Vergrößerung 100-fach) 
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 3.3 Färbemuster der Radikulären Zysten 
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Abb.26 Färbemuster der Radikulären Zysten 
 
3.3.1 Zytokeratin 5/6 
96,7% der radikulären Zysten exprimierten Zytokeratin 5 und 6 in allen Zellschichten. 
Die Färbung war kräftig (Abb.24). Nur 3,3% waren nicht angefärbt. 
 
3.3.2 Zytokeratin 7 
Insgesamt konnte in 40% der Fälle ein positives Expressionsmuster nachgewiesen 
werden, und zu 30% waren die suprabasalen Zellschichten betroffen.10% entfielen 
auf die superfizielle Zellschicht (Abb.25). Die Basalzellschicht war immer 
ausgenommen. 60% der radikulären Zysten waren nicht markiert (Abb.26). 
 
3.3.3 Zytokeratin 10 
Im Epithel von 90% der Zysten fehlte dieses Polypeptid (Abb.28). Lediglich 10% der 
radikulären Zysten waren positiv markiert (Abb.27). Die Basalzellschicht war nicht 
betroffen. 
 
 
 30 
Ergebnisse 
 
3.3.4 Zytokeratin 13 
Radikuläre Zysten zeigten zu 100% ein positives Expressionsmuster, welches zu 
90% alle Epithelzellschichten betraf (Abb.29). Eine oberflächliche Färbung war in 
10% der Fälle nachweisbar. 
 
3.3.5 Zytokeratin 17 
Zytokeratin 17 konnte im Epithel von 12 radikulären Zysten (40%) gefunden werden 
(Abb.30). Die superfizielle Epithelzellschicht war zu 16,7% positiv markiert, 20% 
entfielen auf die suprabasalen Zellschichten. In 3,3% der Fälle zeigte das Epithel im 
Ganzen eine Färbung. Die Farbintensität ähnelte der der follikulären Zysten.  
Das Zytokeratin 17 fehlte im Epithel von 60% der untersuchten Zysten (Abb.31). 
 
3.3.6 Zytokeratin 19 
Die positiv markierten Epithelzellen befanden sich bei den radikulären Zysten 
überwiegend suprabasal (36,7%), allerdings war die Färbung schwach (Abb.32). In 2 
Fällen (6,7%) war die superfizielle Zellschicht betroffen, und lediglich eine radikuläre 
Zyste (3,3%) zeigte die Färbung in allen Schichten ihres Epithels. Insgesamt waren 
46,7% der Zysten positiv markiert. In 53,3% der radikulären Zysten konnte kein 
Zytokeratin 19 nachgewiesen werden (Abb.33). 
 
3.3.7 Zytokeratin 20  
Keine der radikulären Zysten war positiv markiert. 
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Abb.27 Paraffinschnitt, Radikuläre Zyste CK 5/6 positiv, (Vergrößerung 200-fach) 
 
 
Abb.28 Paraffinschnitt, Radikuläre Zyste CK 7 positiv, (Vergrößerung 200-fach) 
 
 
Abb.29 Paraffinschnitt, Radikuläre Zyste CK 7 negativ, (Vergrößerung 200-fach) 
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Abb.30 Paraffinschnitt,                               Abb.31 Paraffinschnitt,  
             Radikuläre Zyste CK 10 positiv                   Radikuläre Zyste CK 10 negativ   
             (Vergrößerung 200-fach)                            (Vergrößerung 200-fach)                                                               
 
 
Abb.32 Paraffinschnitt, Radikuläre Zyste 
             CK 13 positiv 
               (Vergrößerung 200-fach) 
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Abb.33 Paraffinschnitt, Radikuläre Zyste    Abb.34 Paraffinschnitt, Radikuläre Zyste                                    
             CK 17 positiv                                               CK 17 negativ 
             (Vergrößerung 200-fach)                             (Vergrößerung 100-fach) 
 
    
Abb.35 Paraffinschnitt, Radikuläre Zyste    Abb.36 Paraffinschnitt, Radikuläre Zyste 
             CK 19 positiv                                               CK 19 negativ 
             (Vergrößerung 200-fach)                             (Vergrößerung 100-fach)                                                                  
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3.4 Zytokeratin 17- und Zytokeratin 19-Expression  
 
Fasst man die Expression der Zytokeratine 17 und 19 zusammen (Tabelle 2), so 
waren 12 von 13 Keratozysten positiv für Zytokeratin 17 und negativ für Zytokeratin 
19 (92,3%). Im Gegensatz dazu konnte dieses Expressionsmuster lediglich bei 8 der 
30 radikulären Zysten (26,7%) und bei 3 der 30 follikulären Zysten (9,9%) gefunden 
werden. Zwischen Keratozysten auf der einen Seite und sowohl follikulären Zysten 
als auch radikulären Zysten auf der anderen Seite bestand jeweils eine statistische 
Abhängigkeit von p< 0,001. 
 
Tabelle 2. Expression von CK 17 und CK19 bei den verschiedenen Zysten 
 
 Zystenart                                     CK 17 -        CK 17 + 
                              CK 19 -             8                  8 
Radikuläre Zysten   
                              CK 19 +          10                  4 
                              CK 19 -           13                  3 
Follikuläre Zysten                             
                              CK 19 +            7                  7 
                              CK 19 -             1                12 
Keratozysten                              
                              CK 19 +            0                  0 
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3.5 Proliferationsmarker Ki-67 
 
Der Antikörper MIB-1 erkennt das Ki-67-Protein (Abb.34).  
24 follikuläre Zysten zeigten positiv markierte Zellkerne, in 6 Fällen fehlten diese.  
Gemittelt beträgt die Anzahl positiv markierter Zellkerne bei einer follikulären Zyste 
14,7. Neben den Kernen basal ständiger Zellen waren auch Zellkerne in den 
suprabasalen Zellschichten diffus angefärbt.  
 
Radikuläre Zysten zeigten eine höhere MIB-1 Positivität. Hier konnten positiv 
gefärbte Zellkerne bei 25 Zysten gezählt werden, die überwiegend basal aber auch 
vereinzelt suprabasal gelegen waren.5 radikuläre Zysten waren negativ für MIB-1. 
Der Mittelwert beträgt 21,3. 
 
Die Keratozysten zeigten in allen 13 Fällen ein positives Ergebnis. Die Anzahl der Ki-
67 positiv markierter Zellkerne betrug im Mittel 52,13 und war somit am größten. 
Neben der Basalzellschicht befanden sich im Epithel aller drei Zystenarten auch 
vereinzelt positiv markierte Zellkerne in den suprabasalen Zellschichten. Betrachtet 
man das Epithel der Keratozysten, so fällt auf, dass die Mehrzahl der angefärbten 
Zellkerne in der parabasalen Zellschicht lokalisiert war. Die Kerne basal ständiger 
Zellen waren hier unregelmäßig markiert. 
 
0
10
20
30
40
50
60
An
za
hl
 
de
r 
Ki
-
67
 
po
si
tiv
e
n
 
Ze
llk
e
rn
e
Follikuläre
Zysten
Radikuläre
Zysten
Keratozysten
Proliferationmarker Ki-67
 
Abb.37  Proliferationsmarker Ki-67 
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Kapitel 4:   Diskussion 
 
 
Auf dem Gebiet odontogener Zysten wurde die anhand klinischer und 
röntgenologischer Befunde erstellte Diagnose nicht selten durch anschließende 
immunhistochemische Untersuchungen widerlegt.  
So schienen in Studien von Ngeow et al. [5] 11,5% der untersuchten odontogenen 
Zysten röntgenologisch follikuläre Zysten zu sein, histologisch handelte es sich aber 
um Keratozysten. Auch Vuhahula et al. [4] berichteten von der Gefahr, Keratozysten, 
die an einer für follikuläre Zysten typische Stelle im Kiefer lokalisiert sind, als eben 
solche zu diagnostizieren. Man vermutet, dass Keratozysten im Rahmen ihres 
Ausbreitungsprozesses einen impaktierten Zahn umgeben und somit in diese 
Position gelangen [23]. Browne [49] fand heraus, dass Keratozysten in einem 
solchen Fall immer durch einen bindegewebigen Wall vom eigentlichen Zahn 
getrennt sind.  
Von Fehldiagnosen bei radikulären Zysten und Keratozysten sprachen Strajcic et al. 
[3], und Ergebnisse anderer Studien bestätigten ebenfalls ein mehr oder weniger 
häufiges Auftreten von Keratozysten in der periapikalen Region eines Zahnes  [26, 
50]. Laterale Parodontalzysten, eine seltene Form odontogener Zysten, treten 
interradikulär oder lateral einer Zahnwurzel auf [51]. Einige Autoren denken, sie 
entsteht aus einer frühen follikulären Zyste, andere bringen sie in Verbindung mit 
einer Primordialzyste [51], so dass die diagnostische Zuordnung auch hier erschwert 
sein könnte. Pathologische Faktoren, zu denen auch eine Entzündung zählt, können 
nachweislich Einfluss auf das Keratin-Profil des Epithels haben [2, 18], und man 
vermutet, dass dieses Muster vielmehr vom Differenzierungsgrad des Epithels 
abhängt als von der Art der Zysten und deren Histogenese [9]. 
 
Die Gewebespezifität der Zytokeratine [10] lässt sich durch Immunhistochemie, die 
in der pathologischen Forschung ein gängiges Verfahren darstellt, farblich festhalten. 
Anhand der Färbemuster hat man in den vergangenen Jahren versucht, Kriterien zu 
erarbeiten, die eine eindeutige Klassifikation odontogener Zysten zulassen. Sogar 
Tumoren wie zum Beispiel Ameloblastome, welche anfangs als odontogene Zysten 
interpretiert wurden, konnten nach der Immunhistochemie definitiv identifiziert 
werden [20, 52]. 
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Es werden monoklonale und polyklonale Antikörper zur Aufdeckung von 
Zytokeratinen in Epithelien odontogener Zysten verwandt. Eindeutige Ergebnisse 
wurden mit monoklonalen Antikörpern erzielt [18]. Polyklonale Antikörper konnten in 
Studien von Maeda et al. [53] keine Unterschiede herausstellen. 
Wir arbeiteten nur mit monoklonalen Antikörpern, jedoch konnten nicht alle der in 
unseren Versuchen erzielten Ergebnisse zur Differenzierung odontogener Zysten 
herangezogen werden. 
 
Der monoklonale Antikörper CK 5/6 färbte die Epithelien nahezu aller Zysten an. 
Jeweils eine der follikulären Zysten, radikulären Zysten und Keratozysten zeigten 
keine Färbung. Alle anderen exprimierten diese beiden Antigene, die in allen 
Zellschichten des Epithels zu finden waren.  Zytokeratin 5 und Zytokeratin 6 sind 
Zytokeratine des basischen Typs mit einem Molekulargewicht von 58 und 56 kDa. 
Sie sind Marker vieler mehrschichtiger verhornter und nicht-verhornter Epithelien. So 
entdeckte man diese Polypeptide nach Untersuchungen mit monoklonalen 
Antikörpern im Epithel odontogener aber auch nicht-odontogener Gewebe. Die 
Reaktivität war stets stark. Diese Beobachtung deckt sich mit der unseren, was auch 
von Smith et al. [11] bestätigt wurde. 
Eine Diskriminierung unterschiedlicher Zysten konnte somit mittels des eingesetzten 
monoklonalen Antikörpers nicht erfolgen. 
 
Zytokeratin 7 gehört zu den neutral-basischen Typ II Zytokeratinen. Einige Studien 
untersuchten in den letzten Jahren das Zytokeratin 7-Vorkommen in Epithelien von 
Kieferzysten. Dabei gaben die unterschiedlichen Ergebnisse wenig Aufschluss über 
die Verteilung dieses Polypeptides. So berichtete man von der Produktion des 
Zytokeratins 7 in allen Epithelzellschichten follikulärer Zysten, radikulärer Zysten und 
Keratozysten [6]. Shuler und Shriver [8] wiesen ein Protein mit einem 
Molekulargewicht von 54 kDa, welches dem des Zytokeratins 7 entspricht, in 
Keratozysten nach, wohingegen Matthews et al. [9] eine negative Expression sowohl 
bei Keratozysten als auch bei follikulären Zysten beobachteten. In einer anderen 
Studie wiederum zeigte jede der drei Zystenarten das Polypeptid in ihrem Epithel [1], 
was sich mit unseren Ergebnissen deckt. Daher kommen wir zu dem Entschluss, 
dass Zytokeratin 7 nicht zur Klassifikation einzelner Formen geeignet ist. 
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Zytokeratin 10 zählt zu den sauren Typ I Zytokeratinen mit einem Molekulargewicht 
von 56,5 kDa. Gegensätzliche Ergebnisse nach Verwendung unterschiedlicher 
monoklonaler Antikörper für dasselbe Zytokeratin sind nicht unüblich, und mit 
Sicherheit trifft dies bei Untersuchungen des Zytokeratins 10 zu, vor allem in Bezug 
auf Keratozysten [54]. Hormia et al. [6] stellten fest, dass alle untersuchten 
Keratozysten negativ für Zytokeratin 10 waren, was eine Studie von Progel et al. [55] 
bestätigte. Andere Autoren wiederum berichteten von positiven Expressionsmustern 
[7, 11] bei Keratozysten, und August et al. [12] konnten durch die fehlende 
Expression von Zytokeratin 10 in follikulären und radikulären Zysten diese von 
Keratozysten abgrenzen. Sogar derselbe in unterschiedlichen Experimenten 
angewandte Antikörper (LH3) führte zu differenten Ergebnissen [7, 10].  
Matthews et al. [9] fanden heraus, dass die Färbereaktion in nicht unerheblichem 
Maße reduziert ist, falls die Gewebeschnitte vor Applizieren des Primärantikörpers in 
Puffer stehen und erklärten somit die Abweichungen ihrer Ergebnisse, die zeigten, 
dass Keratozysten das niedrig molekulare Keratin 10 im Überfluss produzierten. 
Zytokeratin 10, das spezifisch für geordnetes verhorntes Epithel ist, zeigte sich in 
unseren untersuchten Keratozysten zu 53,8%. Dies war zu erwarten, da 
Keratozysten typischerweise ein geordnetes differenziertes parakeratotisches Epithel 
besitzen [12]. Positive Expressionsmuster entdeckten wir aber auch bei follikulären 
Zysten und radikulären Zysten. Sie beschränkten sich allerdings zum Teil auf 
einzelne Zellen oder Zellgruppen. Möglicherweise ist die metaplastische 
Keratinisierung odontogener Zysten für die Detektion des Zytokeratins verantwortlich 
[7]. Dieser Vorgang wurde tatsächlich schon bei radikulären und follikulären Zysten 
festgestellt [56]. Außerdem können Entzündungsprozesse metaplastische 
Veränderungen epithelialer Zellen begünstigen [49, 57, 58]. Somit ist es schwierig, 
eine Keratozyste, die ihr typisches histologisches Bild als Folge einer Entzündung 
verloren hat, von anderen odontogenen Zysten zu unterscheiden, die ein 
keratinisiertes Epithel als Folge von Metaplasie aufweisen [9].  
Vielleicht stellt die Fine-Needle Aspiration Biopsy in Kombination mit 
immunhistochemischer Färbung eine Möglichkeit dar, Kieferzysten frühzeitig und  
eindeutig zu differenzieren, denn es war gelungen, Keratozysten anhand dieses 
Verfahrens zu 100 % von nicht-keratinisierten Zysten zu unterscheiden [12]. 
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Der monoklonale Antikörper CK 10/13 erkennt bei formalinfixierten Paraffinschnitten 
das Zytokeratin 13, welches zu den sauren intermediären Filamenten gehört und ein 
Molekulargewicht von 56,5 kDa besitzt. In unseren Untersuchungen färbte der 
Antikörper die Epithelien nahezu aller Zysten an. Hormia et al. [6] stellten ebenfalls 
ein Zytokeratin 13-Vorkommen in follikulären und radikulären Zysten sowie in 
Keratozysten fest, ähnlich wie Matthews et al. [9]. Allerdings steht die oftmals 
heterogene Farbverteilung bei Hormia et al. [6] im Gegensatz zu unserer kräftigen, 
gleichmäßigen Färbung aller Epithelzellschichten. Gao et al. [10] konnten nach der 
Reaktion mit einem Zytokeratin 13-assoziierten monoklonalen Antikörper stark 
positiv markierte Zellen bei follikulären Zysten und Keratozysten ausmachen, die 
sich auf die suprabasalen Zellschichten beschränkten. 
Da sich in unserer Arbeit keine typ-spezifischen Unterschiede mit Hilfe des 
monoklonalen Antikörpers CK 10/13 beobachten ließen, stellt dieser für uns keine 
Diagnosehilfe dar. 
 
Die Immunreaktion mit dem monoklonalen Antikörper CK 17 kann unserer Meinung 
nach zur besseren Identifizierung odontogener Zysten beitragen. Das 46 kDa 
Polypeptid zählt zu den sauren Typ I Zytokeratinen. 
Bis auf eine zeigten alle untersuchten Keratozysten ein positives Expressionsmuster. 
Die Färbung erstreckte sich in zwölf Fällen (92,3%) über die gesamten 
Epithelzellschichten. Ähnliches dokumentierten auch Hormia et al. [6]. Nur steht die 
Immunreaktivität der follikulären und radikulären Zysten in unserer Studie in Kontrast 
zu der in den Versuchen von Hormia et al. [6]. Dort wurden eindeutige Reaktionen 
mit einem Zytokeratin 17-assoziierten Antikörper auch bei diesen beiden Zystenarten 
festgestellt, was bei uns nur zu 33,3% bzw. zu 40% der Fall war. Kam es zu einer 
positiven Expression, war diese schwach und oft nur sporadisch in den suprabasalen 
oder oberflächlichen Epithelzellschichten zu finden. Diese Beobachtung machten 
auch Maera et al. [13] und folgerten, dass Zytokeratin 17 ein nützlicher Marker zur 
Differenzierung der Keratozysten von anderen Kieferzysten sein kann. 
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Fehlende Übereinstimmungen in den Ergebnissen können mehrere Gründe haben. 
Dazu zählen z.B. technische Schwierigkeiten oder Abweichungen im Verfahren. 
Zudem existieren weitere Probleme, die falsch-positive oder falsch-negative 
Ergebnisse hervorrufen können. Schmidt [54] verlangt einen unabhängigen 
Betrachter, dem das Krankheitsbild des Patienten nicht bekannt ist, da die 
Subjektivität des Betrachters möglicherweise Fehlinterpretationen begünstigt.  
 
Die Verteilung von Zytokeratin 19, ein saures intermediäres Filament mit einem 
Molekulargewicht von 40 kDa, lässt ebenfalls eine eindeutige Differenzierung der 
verschiedenen Zystenformen zu. 
Dass die untersuchten Keratozysten in allen Fällen negativ auf den verwandten 
monoklonalen Antikörper CK 19 reagierten, ist ein individuelles Merkmal dieser 
Zystenart, so dass sie sich unseren Untersuchungen zufolge von follikulären und 
radikulären Zysten eindeutig abgrenzt. Dieses Ergebnis stimmt mit dem von Wagner 
et al. [1] überein, obwohl ein anderer Klon zum Einsatz kam. Es widerspricht 
allerdings Ergebnissen anderer Autoren [6, 7, 9]. Möglicherweise ist dies durch die 
Anwendung unterschiedlicher monoklonaler Antikörper zu erklären. Zudem 
arbeiteten sowohl Hormia et al. [6] als auch Matthews et al [9] mit Kryostatschnitten, 
wir dagegen mit formalinfixierten Paraffinschnitten wie Wagner et al. [1]. Bartek  [59] 
vermutete, dass Zytokeratin 19-negative Zellgruppen, verglichen mit Zytokeratin 19- 
positiven Zellgruppen, eine höhere Proliferationsrate aufweisen. Tatsächlich wurde in 
den letzten Jahren durch entsprechende Versuche mehrfach bestätigt, dass 
Keratozysten eine höhere Proliferationsrate als andere odontogene Zysten besitzen 
[1, 22, 35]. Somit könnte dies eine weitere Erklärung für die negative Expression bei 
Keratozysten sein. 
 
Betrachtet man das Zytokeratin 17- und das Zytokeratin 19-Vorkommen gemeinsam, 
so lassen sich Keratozysten in diesem Fall sogar mit einer fast 100%igen Sicherheit 
immunhistochemisch von anderen odontogenen Zysten differenzieren. Ist eine Zyste 
negativ für Zytokeratin 19 und gleichzeitig positiv für Zytokeratin 17, handelt es sich 
mit einer Wahrscheinlichkeit von 92,3% um eine Keratozyste. Dieses 
Expressionsmuster findet sich nur bei 9,9% der follikulären Zysten und 26,7% der 
radikulären Zysten. Somit stellt die Bestimmung von Zytokeratin 17 und 19 im Epithel  
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odontogener Zysten den differentialdiagnostisch wahrscheinlich wichtigsten 
Parameter dar. 
 
Zytokeratin 20 ist ein niedrig molekulares Zytokeratin von 46 kDa und zählt zu den 
Typ I Zytokeratinen, wenngleich es weniger sauer als die anderen Zytokeratine 
dieser Subfamilie ist. Man findet es im Epithel des Gastro-Intestinal-Traktes sowie in 
den  „Umbrella cells " des Urothels [60], und unsere Ergebnisse zeigten, dass weder 
follikuläre noch radikuläre Zysten oder Keratozysten dieses Antigen exprimierten. 
Andere Autoren [1, 61] konstatierten ebenfalls fehlende Zytokeratin 20-Expression 
im Epithel odontogener Zysten und hielten fest, dass Zytokeratin 20 als Marker 
odontogener Zysten im speziellen und oralen Epithel im allgemeinen keine 
Bedeutung zukommt. 
 
Frühere Studien haben gezeigt, dass das Epithel der Keratozysten eine höhere 
Mitoserate und ein größeres Proliferationspotential aufweist als das der follikulären 
oder radikulären Zysten [9, 49, 62, 63]. Um eventuelle Unterschiede in der 
Proliferationsrate odontogener Zysten aufzudecken, wurden vor allem Versuche mit  
dem Proliferationsmarker Ki-67 durchgeführt [22, 35, 64].  
Stets war im Epithel der Keratozysten die höchste Anzahl Ki-67 positiver Zellkerne 
zu finden, so auch in unseren Untersuchungen. Wir konnten den überwiegenden Teil 
positiv gefärbter Zellkerne unmittelbar über der Basalzellschicht, in der sogenannten 
parabasalen Zellschicht, ausmachen. Die Kerne basal ständiger Zellen waren 
unregelmäßig markiert. Ähnliche Beobachtungen machten auch Slootweg at al.[35]. 
Dagegen konzentrierte sich die Färbung bei follikulären und radikulären Zysten 
hauptsächlich auf die Basalzellschicht, was auch Li et al.[22] feststellten.  
Das Epithel der Keratozyste zeigt einen einzigartigen Differenzierungs- und 
Proliferationsprozess, und die hohe Proliferationsrate könnte eine Erklärung für die 
Rezidivfreudigkeit und das aggressive Verhalten dieser Zystenart sein. Daher 
bedürfen Keratozysten einer rechtzeitigen Behandlung [21, 65]. Andere Autoren [22, 
24] wiederum sehen keinen Zusammenhang zwischen der Anzahl der 
proliferierenden Zellen und der Rezidivrate und behaupten, dass die unvollständige 
Entfernung der Zysten Grund für das Wiedererscheinen einer solchen Läsion sein 
könnte. Zudem können Tochterzysten übersehen worden sein [65].  
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Scharffetter et al. [66] sowie Donoff et al. [67] sehen das lokal invasive Wachstum 
der Keratozysten in der erhöhten Kollagenaseaktivität der bindegewebige Kapsel 
begründet. 
Einige schreiben der Keratozyste aktives Wachstum zu [50, 68], und in mehreren 
klinischen Studien wurde das aggressive Verhalten der Keratozyste mit dem eines 
gutartigen Tumors verglichen, etwa mit dem eines Ameloblastoms [50, 69]. Li et al. 
wiesen eine mit dem Ameloblastom vergleichbare hohe Expression des EGF 
(epidermal growth factor) in Keratozysten nach, was auf ein intrinsisches Wachstum 
dieser Zystenart schließen lässt. Das Risiko der Entartung ist aufgrund des 
intrinsischen Wachstumspotentials bei Keratozysten höher als bei anderen 
Zystenformen [22, 62, 63], und in einigen Fällen haben sich nachweislich sogar 
Plattenepithelkarzinome aus odontogenen Keratozysten entwickelt [70, 71]. In 
diesem Zusammenhang untersuchte man ebenfalls die Expression des 
Tumorsupressorgens p53 in odontogenen Zysten, welches unter anderem den 
programmierten Zelltod, die Apoptose, induziert. Die Inaktivierung dieses Gens zählt 
zu den häufigsten neoplastischen Veränderungen [72]. Ergebnisse 
immunhistochemischer Studien [1, 35] zeigte eine vermehrte Anzahl p53-positiver 
Zellen in Keratozysten, und möglicherweise rechtfertigen diese Beobachtungen die 
Bezeichnung der Keratozysten als benigne Neoplasie. 
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Kapitel 5:   Zusammenfassung 
 
Das Epithel odontogener epithelialer Kieferzysten stammt aus den epithelialen 
Resten des zahnbildenen Organs. Entsprechend ihrer Ätiogenese lassen sich 
epitheliale odontogene Zysten in entwicklungsbedingte und entzündliche Zysten 
einteilen. Die Klassifikation odontogener Zysten anhand konventioneller 
morphologischer Kriterien, die mit Hilfe klinischer und röntgenologischer 
Untersuchungen erarbeitet werden, ist oftmals nicht möglich und führt zu 
Fehldiagnosen. Immunhistochemische Verfahren werden zusätzlich angewandt, um 
eine definitive Diagnose stellen zu können. 
 
Wir arbeiteten mit der indirekten Streptavidin-Peroxidase-Technik und benutzten 
monoklonale Antikörper zur Charakterisierung des Zytokeratinexpressionsmuster 
des Epithels von insgesamt 73 odontogenen Zysten. Dabei handelte es sich um 30 
follikuläre Zysten, 30 radikuläre Zysten und 13 Keratozysten.  
 
Die Zytokeratin-Polypeptide 5 und 6 sowie 13 wurden im Epithel nahezu jeder Zyste 
demaskiert und können somit nicht zur Identifizierung unterschiedlicher Zystenarten 
herangezogen werden.  
Die Ergebnisse, die mit den gegen die Zytokeratine 7 und 10 gerichteten Antikörpern  
erzielt wurden, tragen nicht zur Differenzierung der einzelnen Entitäten bei, da die 
Verteilung dieser Antigene zu inhomogen war.                                                       
Das Fehlen von Zytokeratin 20 in den Epithelzellschichten aller untersuchten 
odontogenen Zysten ist möglicherweise in der Spezifität dieses Polypeptids 
begründet. 
Dass die Differenzierung von Keratozysten auf der einen und follikulären und 
radikulären Zysten auf der anderen Seite möglich ist, zeigen unsere Ergebnisse mit 
den Zytokeratinen 17 und 19. Das Fehlen von Zytokeratin 19 im Epithel schließt das 
Vorliegen einer Keratozyste aus. In Kombination mit dem Vorhandensein von 
Zytokeratin 17 jedoch, kann man mit nahezu eindeutiger Sicherheit von einer 
Keratozyste sprechen und diese von einer radikulären Zyste aber vor allem von einer 
follikulären Zyste abgrenzen. 
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Die Mitoserate, die durch den Proliferationsmarker Ki-67 farblich festgehalten wurde, 
ist bei Keratozysten weitaus höher als bei follikulären oder radikulären Zysten, was  
eine Erklärung für die Aggressivität und Rezidivfreudigkeit dieser Zystenart sein 
könnte. 
 
Immunhistochemische Verfahren können typ-spezifische Zytokeratinmuster bei 
epithelialen odontogenen Zysten aufdecken. Allerdings ist dies nicht 
uneingeschränkt möglich. Untersuchungsmethoden und Materialien sind oftmals 
sehr unterschiedlich, was unter Umständen zu einer großen Variabilität der 
Ergebnisse führen kann. Außerdem ist die Analyse der Resultate sehr subjektiv. 
Daher sollten sorgfältige klinische und röntgenologische Untersuchungen 
immunhistologischer Aufarbeitung vorausgehen. 
 
Ziel weiterer Studien könnte es sein, Methoden zu entwickeln, die eine einheitliche 
Diagnostik zulassen.  
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Kapitel 6:   Anhang 
 
6.1 Rezept zur Herstellung des Citratpuffers für die Mikrowellenbehandlung der   
      Paraffinschnitte: 
 
- Stammlösung A:       0,1 M Zitronensäure (= 21,01g C6H8O7 x H2O  
                                   in 1000 ml Aqua dest., Merck #244) 
 
- Stammlösung B:       0,1 M Zitronensäure (= 29,41g C6h5O7Na3 x H2O 
                                   in 1000 ml Aqua dest., Merck #6448 ) 
 
- Zusammensetzung : 9 ml Stammlösung A und 41 ml Stammlösung B zu  
                                   450 ml Aqua dest. gießen und mischen ( pH 6 einstellen ) 
 
 
6.2 Rezept zur Herstellung der Färbelösung (chromogene Substratlösung) 
      für eine Küvette: 
 
- 43,75 ml Reaktionspuffer + 15,63 ml Propandiolpuffer 
 
- Lösung 1: 12,5 mg Natriumnitrit in 312,5 µl Aqua dest. lösen 
 
- Lösung 2: 31,25 mg Naphthol-As-Bis-Phosphat in 375 µl Dimethylformamid  
                   lösen 
 
- 125 µl Neufuchsin zu Lösung 1 geben und für genau eine Minute reagieren lassen 
 
- Lösung 1 und Lösung 2 in Pufferlösung geben und mischen (pH 8,7 einstellen) 
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6.3 Rezept zur Herstellung des Reaktionpuffers: 
 
- 1,5 g Tris-HCl (Sigma T 3253, Sigma Diagnostics, INC, St. Louis, Missouri, USA) 
 
- 4,9 g Tris-Base ( Merck#8382) 
 
- 8,7 g NaCL (Merck#6404) 
 
Alle Zutaten in 1 Liter Aqua dest. lösen. 
 
 
6.4 Rezept zur Herstellung des Propandiolpuffers: 
 
- 10,5 g Propandiol (Merck#1464) in 500 ml Aqua dest. Lösen 
 
 
6.5 Verwendete Reagenzien: 
 
PBS: Biochrom AG, PBS Dulbecco, w/o Ca++, w/o Mg++, Cat.-Nr.: L 182-50 
 
BSA: Aurion, BSA, Code No. 900.011 
 
AB-Komplex: Strept AB-Complex/AP, DakoCytomation, Glostrup, Denmark, 
                       Code No.: K 0391 
 
Levamisole : Sigma Diagnostics, INC, St. Louis, Missouri, USA, Best.-Nr. : L-9756 
 
Naphthol-As-Bis-Phosphat : Sigma Diagnostics, INC, St. Louis, Missouri, USA, 
                                             Best.-Nr. N-2250 
 
Dimethylformamid : Merck KgaA, Darmstadt, Germany, #3053                                    
 
Neufuchsin : Sigma Diagnostics, INC, St. Louis, Missouri, USA, Best.-Nr. N-0638 
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Kaisers Glyceringelatine 
 
Dako ChemMate™ Detektionskit, Peroxidase/DAB, Kaninchen/Maus: 
DakoCytomation, Glostrup, Denmark, Code No.: K 5001 
 
DakoCytomation ChemMate™ Antibody Diluent: DakoCytomation, Glostrup,  
Denmark, S 2022 
 
ChemMate™ Buffer Kit: DakoCytomation, Glostrup, Denmark, Code-Nr. 5006 
 
Paraplast: Oxford (Schmelzpunkt 56°C) 
 
Histoclear: National Diagnostics, Lot Nr. 09-94-25 
 
Hämatoxilin: DakoCytomation ChemMate™ Hematoxylin, DakoCytomation, Glostrup, 
Denmark, Best.-Nr. S 2020 
 
Vitroclud: R. Langenbrinck, Emmerdingen, Germany 
 
Poly-L-Lysine: Sigma Diagnostics, INC, St. Louis, Missouri, USA,  
Cat.-Nr.: p 8920 
 
Hämalaun: Mayers Hämalaunlösung, Merck KgaA, Darmstadt, Germany 
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